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Anticorps induisant la production de cytokines 

5 La prSsente invention concerns un procede pour mesurer l'activation d'une cellule 
effectrice, appartenant au systeme immunitaire ou modifiee in vitro par un anticorps 
monoclonal (AcMo) ou polyclonal, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu r^actionnel en 
presence de 1'anticorps et de Tantigene dudit anticorps et une mesure de la quantity 
10 d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD16. 
L'invention porte egalement la selection d'anticorps pr6sentant la caracteristique 
d'induire Texpression de cytokines et d'interleukines, notamment TIFNy ou FIL2. 

L'immunotherapie a Paide d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux est en passe de 
15 devenir un des aspects les plus importants de la mddecine. En revanche, les resultats 
obtenus lors d'essais cliniques apparaissent contrastes. En effet, il peut s'averer que 
P anticorps monoclonal ne soit pas suffisarnment efficace. Aujourd'hui, la recherche 
s'oriente sur le fragment Fey de Pimmunoglobuline afin d'ameliorer les proprietes des 
anticorps. A terme, cela devrait permettre Pobtention d'anticorps qui interagissent et 
20 activent les recepteurs des cellules effectrices (macrophage, lymphocyte T et NK). 

L'activite biologique de certaines immunoglobulines G est dependante de la structure 
des oligosaccharides presents sur la molecule, et notamment sur sa partie Fc. Les 
molecules IgG de toutes les sous-classes humaines et murines possedent un N- 

25 oligosaccharide fixe au domaine CH2 de chaque chaine lourde (au residu Asn 297 pour 
les IgG humaines). LMnfluence de ce r6sidu glycannique sur la capacity de P anticorps 
a interagir avec des molecules effectrices (Fc recepteurs et complement) a 6t6 
d6montr6e. L'inhibition de glycosylation d'une IgGl humaine, par culture en presence 
de Tunicamycine, provoque par exemple une diminution de 50 fois de Paffinite de cet 

30 anticorps pour le recepteur FcyRI present sur les monocytes et macrophages 
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(Leatherbarrow et al, 1985). La fixation au recepteur FcyRIII est egalement affectee 
par la perte de carbohydrates sur PIgG, puisqu'il a £te decrit qu'une IgG3 non 
glycosylee est incapable d'induire une Iyse de type ADCC par Pintermediaire du 
recepteur FcyRIII des cellules NK (Lund et al, 1990). 

5 

Mais, au-dela de la presence nScessaire de ces residus glycanniques, c'est plus 
pr^cisement Thet^rogeneite de leur structure qui peut aboutir a des differences dans la 
capacity a engager des fonctions effectrices. Des profils de galactosylation variables en 
fonction des individus (IgGl humaines seriques) ont ete observes. Ces differences 

10 refletent probablement des disparites dans Pactivite des galactosyltransferases et autres 
enzymes entre les clones cellulaires de ces individus (Jefferis et al, 1990). Alors que 
cette heterogen&te normale des processus post-traductionnels genere differentes 
glycoformes (meme dans le cas d'anticorps monoclonaux), elle peut conduire a des 
structures atypiques associees a certains etats pathologiques comme Parthrite 

15 rhumatoide, la maladie de Crohn, pour lesquelles une proportion importante de residus 
agalactosyles a ete mise en evidence (Parekh et al, 1985). 

Devant la complexity posee par la relation existante entre les differentes structures 
glycanniques et Pactivite des anticorps, il serait utile de pouvoir discriminer 
20 rapidement quels sont les anticorps efficaces et permettre ainsi de s61ectionner des 
ligntes cellulaires produisant des anticorps ayant une meilleure efficacite ou des 
propri^tes sp6cifiques dans Pactivation ou Pinhibition de certains composants du 
systeme immunitaire. 

25 Dans la demande FR 0004685 du 12 avril 2000 (LFB), nous avions d6crit un nouveau 
proc^de de preparation d'un anticoips monoclonal capable d'activer les cellules 
effectrices exprimant le FcyRIII. Dans ce proc6de, on teste des anticorps monoclonaux 
provenant d'hybridomes ou de lign^es transferees dans un melange reactionnel 
comprenant les cellules cibles desdits anticorps, des cellules effectrices comprenant 

30 des cellules exprimant le FcyRIII et des IgG polyvalentes. Ainsi, on peut determiner le 
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pourcentage de lyse des cellules cibles et selectionner des anticoips monoclonaux qui 
activent les cellules effectrices provoquant une lyse significative des cellules cibles 
(activite ADCC de type FcyRIII). Par exemple, la partie Fab de 1'anticorps anti-D va se 
fixer sur 1'antigene Rhesus D porte par les hematies. Suite a cette fixation, sa partie Fc 
5 se fixe alors sur le recepteur Fc gamma RIII ou CD 16 de la cellule effectrice (cellule 
NK). Ce « sandwich » induit la secretion de substances chimiques de type perforines 
qui vont lyser le globule rouge. II s'agit done d'une cytotoxicity cellulaire anticorps 
dependante (CCDA) ou ADCC en anglais. Pour se rapprocher des conditions 
physiologiques, le test est effectue en presence d'immunoglobulines polyvalentes 
10 humaines. 



Dans le cadre de l'invention, on a trouvS que la fixation d'un anticorps sur son ligand 
peut induire une activation de la cellule Jurkat transferee CD 16 induisant la secretion 
d'IL2. Une forte correlation est observee entre la secretion d'IL2 par Jurkat CD 16 et 
15 1'activite ADCC mediae par le CD16 des cellules effectrices. En outre, nous avons 
observe qu'un meme anticorps dirig<§ contre un antigene donne soit completement 
inefficace lors qu'il est produit dans des lignees de my<Some de souris, alors qu'il se 
montre tres efficace lors qu'il est produit dans d'autres lignees cellulaires. 



20 Le probleme est done de savoir quelle est la capacity d'un anticorps donn<§ a stimuler la 
production de cytokines par les cellules effectrices et quelles sont les consequences 
d'une telle activation en fonction de la nature des cytokines liberies. 

L'invention propose done Tutilisation d'anticorps selectionn^s par un test Jurkat CD16 
25 par mesure d'IL2 secretee ou d'autres cytokines, ce qui permet de garantir I'activite 
biologique desdits anticorps pour un usage th&apeutique. 
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Description 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention se rapporte a un procede pour 
mesurer Tactivation d'une cellule effectrice appartenant au systeme immunitaire, 
5 transformee on non, par un anticorps monoclonal (AcMo) ou polyclonal, caracferise en 
ce qu'il comprend une mise en contact de cellules exprimant le recepteur CD 16 dans 
un milieu r6actionnel en presence de Tanticorps et de Pantigene dudit anticorps et une 
mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
recepteur CD16. 

10 

On entend par cellule transformee, une cellule modifiee gen£tiquement de sorte a 
exprimer un recepteur, en particulier le recepteur GDI 6. 

D 5 une fa9on generate, on utilise pour la selection des anticorps une lignee de type 
Jurkat ou une autre lignee transfectee avec un vecteur d'expression codant pour 
15 recepteur Fc, incluant CD 16, CD32 et CD64, comme cellule effectrice. De preference, 
on utilise une lignee Jurkat transfectee avec un vecteur d'expression codant pour le 
recepteur CD 16 comme cellule effectrice. Cette lignee est particulierement 
avantageuse car elle est immortalis6e et se developpe indefiniment dans des milieux 
cultures. 

20 

Parmi les cytokines que Ton peut quantifier, il est possible de mesurer la production 
d'au moins une cytokine selectionnee parmi IL-1, EL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 
IL-8, IL-9, IL-10 9 ... TNFa, TGFp, IP10 et IFNy. On peut choisir avantageusement 
Tinterleukine IL-2^ 

25 

Le taux de cytokine produite est un marqueur d'activation ou d'inhibition des cellules 
effectrices. 



30 



De preference le taux d'interleukine IL2 secrete reflete la qualite de Tanticorps fixe 
par le recepteur CD 16 quant k son integrite (fonction Fc) et a son efficacife (site 
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antig£nique) de liaison a Pantigene. La mesure du taux d*IL2 est correlee a une activite 
du type ADCC. 

Dans un autre aspect, Pinvention conceme un procede pour ^valuer Tefficacite d f un 
5 anticorps monoclonal ou polyclonal, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules effectrices du systeme immunitaire, transformees ou non, exprimant 
le r£cepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence d'un anticorps et de 
Pantigene dudit anticorps et une mesure de la quantity d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 
10 Ce procede est particulierement adapte pour evaluer TefBcacite d'un anticorps 
monoclonal ou polyclonal de sp^cificite anti-Rh D du globule rouge humain. 

Dans un autre aspect, Pinvention concerne un procede pour evaluer la capacite d'une 
cellule a produire un anticorps monoclonal efficace, caracterise en ce qu'il comprend 
15 une mise en contact de cellules effectrices du systeme immunitaire, transformees ou 
non, exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence d'un 
anticorps et de Pantigene dudit anticorps et une mesure de la quantity d'au moins une 
cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 

20 Ce procede peut etre mis en ceuvre pour des cellules utilises pour la production 
d'anticorps therapeutiques, telles que CHO, YB2/0, des cellules lymphoblastoi'des 
humaines, des cellules d f insectes et des cellules de myotomes murines. 

Ce procede peut £galement etre applique a revaluation de la production d'AcMo par 
25 des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

Dans un aspect complementaire, Pinvention vise un procede pour ^valuer Tefficacite et 
Tintegrite d'anticorps polyclonaux apres une etape ou plusieurs etapes de purification, 
caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrices du systeme 
30 immunitaire, transformees ou non, exprimant le recepteur CD16 dans un milieu 
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reactionnel en presence de Panticorps purifie et de Tantigene dudit anticorps et une 
mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
recepteur CD 16. 

5 Les precedes decrits ci-dessus peuvent eventuellement etre realises en presence 
d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

A titre d'exemple, on selectionnera les anticorps pour lesquels une augmentation 
superieure a 100%, 250%, 500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 est observee 
1 0 par rapport au controle en absence d' anticorps ou un anticorps donn6 comme reference 
negative. 

L'invention vise egalement l'utilisation du procede decrit ci-dessus pour s£lectionner 
des anticorps efficaces pour un traitement therapeutique. Par exemple, Tanticorps 
15 selectionne peut etre un anti-D. II peut egalement etre destine au traitement des 
maladies autoimmunes et inflammatoires, des cancers et des infections par des agents 
pathogenes. 

Uinvention porte Egalement sur un kit permettant d'evaluer l'activite biologique d'un 
20 anticorps comprenant des moyens et des reactifs necessaires et des cellules effectrices 
exprimant le recepteur CD 16 pour la mise en ceuvre du proc<§de decrit ci-dessus 
permettant le dosage d'au moins une cytokine, notamment IL-2, IFN et TNR 

En outre, ce test peut egalement comprendre un test ADCC. A ce titre, Tinvention 
25 porte sur un procede de selection d'un anticorps monoclonal chim&ique, humanise ou 
humain optimist caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules 
exprimant le recepteur CD16 dans un milieu reactionnel en presence de Fanticorps et 
de Tantigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD1 6. 
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Dans un mode de realisation particulier, Fanticorps de l'invention est capable d'induire 
la secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 
D'une fa9on gen6rale, on utilise pour la selection des anticorps une lignee de type 
5 Jurkat ou une autre lignee transfectee avec un vecteur d'expression codant pour 
recepteur Fc, incluant CD 16, CD32 et CD64, comme cellule effectrice. De preference, 
on utilise pour la selection des anticorps une lignee Jurkat transfectee avec un vecteur 
d'expression codant pour le recepteur CD 16 comme cellule effectrice. Cette lignee est 
particulierement avantageuse car elle est immortalisee et se developpe indefiniment 
10 dans des milieux cultures. Le taux d f interleukine IL2 secretee reflete la qualite de 
Fanticorps fixe par le recepteur CD 16 quant a son integrity (fonction Fc) et a son 
efficacite (site antigenique) de liaison a Tantigene. 

Dans un autre mode de realisation, 1* anticorps optimise peut etre prepare apres avoir 
15 ete purifie et/ou modifie ex vivo par modification de la structure glycannique du 
fragment Fc. A cet effet, on peut utiliser tout moyen chimique, chromatographique ou 
enzymatique approprie pour modifier la structure glycannique des anticorps. 

Dans un autre mode de realisation, Tanticorps peut etre produit par des cellules de 
20 lignees de myelome de rat, en particulier YB2/0 et ses derivees. D'autres lignees 
peuvent etre seiectionnees pour leurs proprietes de produire les anticorps definis ci- 
dessus. On pourra tester par exemple des cellules lymphoblastoides humaines, des 
cellules d'insectes et des cellules de myelome murin. La selection peut egalement 6tre 
appliquee a revaluation des anticorps produits par des plantes transgeniques ou de 
25 mammiferes transgeniques. A cet effet, la production dans CHO sert de reference 
(CHO etant employee pour la production d'anticorps medicament) pour comparer et 
seiectionner les systemes de production conduisant aux anticorps selon Tinvention. 

La structure glycannique generale de Tanticorps est de type biantenn6, avec des 
30 chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
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terminaux non intercalates, et une faible fiicosylation. Dans ces anticorps, le taux de 
GIcNac intermediate est non nul. Par exemple, on peut utiliser des compositions 
d f anticorps presentant une teneur superieure a 60%, de preference superieure a 80% 
pour les formes GO + Gl + G0F + GIF etant entendu que les formes G0F + GIF sont 
5 inferieures a 50%, de preference inferieures a 30%. Ces compositions peuvent etre 
obtenues avec des lignees de myelomes de rat, par exemple avec la lign6e YB2/0. 

Dans un deuxieme aspect, l'invention vise l'utilisation d'un anticorps decrit ci-dessus 
pour la preparation d'un medicament destine a induire la secretion d'au moins une 

10 cytokine par une cellule effectrice appartenant au systeme immunitaire, ledit anticorps 
etant caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un procede de selection 
comprenant une mise en contact de cellules effectrices du systeme immunitaire 
exprimant le recepteur CD 16, transferases ou non, dans un milieu reactionnel en 
presence de Panticorps a tester et de Pantigene dudit anticorps et une mesure de la 

1 5 quantity d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD1 6. 

De preference, on utilise pour la selection des anticorps une lignee Jurkat transferee 
avec un vecteur d'expression codant pour le recepteur CD 16 comme cellule effectrice. 
Lesdites cytokines liberees sont des interleukines, des interferons et des facteurs de 
20 necrose tissulaire (TNF). Ainsi, Panticoips selectionne a la capacity d'induire la 
secretion d'au moins une cytokine choisie parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, EL- 
7, IL-8, IL-9, IL-10,... TNFa, TGF0, IP10 et IFNy par les cellules effectrices du 
systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16. 

25 De preference, Panticorps selectionne a la capacite d'induire la secretion d'IL-2 par les 
cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16. Le taux 
d'interleukine IL2 secretee reflete la qualite de Panticorps fixe par le recepteur CD16 
quant a son integrite (fonction Fc) et a son efficacite (site antigenique) de liaison a 
l'antigene. La mesure du taux d'IL2 est correiee a une activite du type ADCC. 
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La selection peut se faire sur des anticorps produits par des cellules couramment 
utilisees pour la production d'anticorps therapeutiques, telles que CHO, YB2/0, les 
cellules lymphoblastoides humaines, les cellules d'insectes et les cellules de myotomes 
murines. La selection peut egalement etre appliquee a revaluation d'anticorps produits 
5 par des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 



De preference, 1'invention vise l'utilisation d f un anticorps produit par une lign6e de 
myelome de rat, par exemple avec la lignee YB2/0 pour la preparation d f un 

10 medicament destine k induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
effectrice appartenant au systeme immunitaire. A ce titre, Finvention se rapporte a 
l'utilisation d'un anticorps presentant une structure glycannique de type biantenne, avec 
des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d' attache 
terminaux non intercalates, et une faible fucosylation pour la preparation d'un 

15 medicament destine a induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
effectrice appartenant au systeme immunitaire. Dans cet anticorps, le taux de GlcNac 
intermediate est non nul. Par exemple, on peut utiliser des compositions d'anticorps 
pr6sentant une teneur superieure k 60%, de preference sup&ieure a 80% pour les 
formes GO + Gl + G0F + GIF &ant entendu que les formes G0F + GIF sont 

20 inferieures a 50%, de preference inferieures a 30%. 

Dans un mode de realisation particulier, 1' anticorps selection^ est capable d'induire la 
secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 

25 

L'invention se rapporte egalement a l'utilisation des anticorps selectionn£s decrits ci- 
dessus sp£cifiques d'un antigene qui provient d'une cellule pathologique ou d'un 
organisme pathog&ne pour lTiomme. 
Cet anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal. 
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Par exemple, P anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal de sp£cificite anti- 
Rhesus du globule rouge humain. 

L'anticorps selon 1'invention peut egalement etre un anticorps dirige contre des virus 
5 pathogenes pour I'homme, contre des antigenes de tumeurs malignes ou contre les 
antig&nes d'une bacterie ou d'un parasite pathogene pour Fhomme. 

Avantageusement, Panticorps selectionne montre une augmentation superieure a 
100%, 250%, 500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 par rapport au contrdle en 
10 absence d'anticorps ou en presence d'un anticorps donne comme reference negative. 

Les precedes decrits ci-dessus peuvent eventuellement etre realises en presence 
d'immunoglobulines humaines (IVIg). Pour la comparaison, des anticorps homologues 
produits dans CHO, ou encore des anticorps de reference disponibles dans le 
commerce peuvent etre utilises. 

15 

Dans un aspect supplemental, Tinvention vise Putilisation desdits anticorps 
s61ectionn6s comme support therapeutique en medecine humaine, notamment pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement des maladies autoimmunes, 
inflammatoires, des cancers et des infections par des agents pathogenes. 

20 

Legende 

Figure 1 : Description du test ADCC CMN. 

Les cellules mononucleees en presence de Tegeline (IVIg) sont incubdes avec les 
25 anticorps anti-Rhesus D et des h&naties Rh6sus + (cible). Aprds une nuit a 37°C, on 
mesure la lyse des h&naties par evaluation du taux d'h&noglobine relarguee dans le 
milieu r^actionnel. 



Figure 2 : Description du test ADCC NK 
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Les cellules NK purifiees sont incubSes avec les anticorps anti-Rhesus D et des 
hematies Rhesus + (cible). Apres une nuit a 37°C, on mesure la lyse des hematies par 
Evaluation du taux d'hemoglobine relarguee dans le milieu reactionnel. 

5 Figure 3 : Resultats ADCC NK et inhibition par V anti-CD16 « 3G8 ». 

Les anticorps anti-D, DF5-EBV (exprime par la cellule B immortalis6 EBV), DF5- 
YB2/0 (exprime par la cellule YB2/0), sont compares a r anticorps polyclonal WinRho 
pour leur capacite a induire la lyse d'hematies Rhesus D en presence de cellules NK. 
L'inhibition de PADCC est etudtee en presence de l'anti-CD16 3G8. 

10 

Figure 4 : Description du test Jurkat CD16 . 

Des cellules Jurkat CD 16 sont melang6es avec differents anticorps anti-D en presence 
d'h&naties Rhesus + et de PM A. Apr6s une nuit d'incubation, la liberation d'IL-2 dans 
le sumageant est quantifiee par ELISA. 

15 

Figure 5 : Resultats du test Jurkat CD16. 

Commentaires : les anticorps positifs en ADCC-NK induisent une secretion d'IL2 en 
presence de Jurkat CD 16 et de leur cible. 

20 

Figure 6 : Liberation de cytokine (EL-2, IFN et TNF) par des leucocytes actives 
par des anticorps en presence de leur cible. 

A- Schema d' activation des leucocytes. 

B- Les leucocytes ont €t€ incubes avec differents anticorps en presence d'hematies. 
25 Apres une nuit d' incubation, la liberation de TNFa et IFNy dans le surnageant a 6te 
quantifiee par ELISA. 
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Figure 7 : Liberation de cytokine (IFN, TNF) par des cellules NK activfces par des 
anticorps en presence de leur cible (LFB-R297-RBC). A- Schema d'activation des 
cellules NK. 
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B-Des cellules NK purifiees ont ete melangees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'hematies Rhesus +. Apres une nuit d'incubation, la liberation de TNFa et 
d'lFNy dans le surnageant a ete quantifiee par ELISA. 

5 

Figure 8 : Liberation d'IL2 par Jurkat CD16 activees par un anti-CD20 

A- Schema d' activation de cellule Jurkat. 

B- Des cellules Jurkat CD 16 ont ete melangees avec differents anticorps anti-CD20 
10 (anticorps murin CAT13 et anticorps chimerique C273) en presence de cellules Raji et 
de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation d'IL-2 dans le surnageant a €t6 
quantifiee par ELISA. 

Figure 9 : Liberation d f IL2 par Jurkat CD16 activees par un anti-D 

15 A- Schema deactivation de cellule Jurkat. 

B- Des cellules Jurkat CD 16 ont ete melangees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'hematies Rhesus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation 
d'IL-2 dans le surnageant a 6t6 quantifiee par ELISA. DF5 exprime dans YB2/0 et 
T125 exprime dans CHO Lecl3 induisent une forte secretion d'IL2. 

20 

Figure 10 : Droite de correlation entre FADCC (Tegeline SOOjig/puits et anti-D a 
7,5ng/puits) et le test Jurkat IL2. 

Figure 11 : Secretion d'lL-S par les cellules mononuclees 
25 Figure 12 : Induction de la secretion de TNF alpha, IL-6 et TGF beta par les 
cellules mononuclees 

Figure 13 : Induction de la secretion de cytokines par les polynucleaires 

Figure 14 : Induction de la secretion de TIFN gamma, TNF alpha et IP10 par les 
NK. 
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Exemple 1 : Test Jurkat CD16 
5 Anticorps : 

Anticorps polyclonaux WinRho, anticorps monoclonal DF5-EBV, anticorps 
monoclonal DF5-YB2/0 

Principe : 

10 Ce test evalue la capacite des anticorps anti-D a se fixer sur le rScepteur CD 16 (Fc 
gamma RIII) exprime sur les cellules Jurkat CD16 et a induire la secretion d'IL2. 
Ce test consiste a mettre en contact en plaque de 96 puits : les anticorps anti-D, les 
hematies Rhesus positif traitSes a la papaine, les cellules Jurkat CD 16 et du PMA. 
Apres une nuit d'incubation a 37°C, on centrifuge les P96 et on dose dans le 

1 5 surnageant la quantite d'IL2 secretee. 
Materiel 

Anticorps tSmoins positif : Poly-D WinRho, DF5 YB2/0. 
Anticorps temoins nSgatifs : DF5 
Hematies Rhesus positif 
20 Cellules Jurkat CD 1 6 

Kit dosage IL2 : Quantikine de chez R/D. 
M6thode 

Traitement a la papaine des hematies. 

lml de culot d'h&naties diluees en PBS incube avec 1ml d'une solution de papaine 
25 (Img/ml) pendant lOmn a 37°C. Puis 3 lavages en H20-NaCl 0.15M. 
Melange reactionnel : 

-Anticorps : 50|il d'une dilution a 150ng/ml en IMDM 5% SVF 
-PMA 50^1 d'une dilution k 40ng/ml en IMDM 5% SVF 
-Hematies traces a la papaine. 50jil a 8 10 6 /ml en IMDM 5% SVF 
30 -Jurkat CD16. 50^1 a 2xl0 6 /ml en IMDM 5% SVF 
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Incubation 1 nuit a 37°C 

Puis centrifugation des plaques, pr&evement de 100^1 de surnageants et dosage d ? IL2 
avec le kit commercial. Lecture a 450nm. 

5 On donne les valeurs (en pg/ml) sous forme d'histogramme pour chaque 6chantillon. 

Exemple 2 : Correlation in vitro entre ADCC et liberation d'IL-2 par Jurkat 
CD16. 

10 Pour cette etude, 3 anticorps monoclonaux anti-D ont ete compares. 

Mab DF5-EBV a 6te produit par des Lymphocytes B humains obtenus chez un 
donneur immunise D-negatif et immortalises par transformation avec EBV. Cet 
anticorps a ete utilise comme controle negatif etant donne qu'il a ete montre qu'il est 
incapable d'eliminer les globules rouges Rhesus positif de la circulation lors d'un essai 

15 clinique. 

L'anticorps monoclonal (Mab) DF5-YB2/0 a ete obtenu en exprimant la sequence 
primaire de DF5-EBV dans la lignee YB2/0. L'anticorps monoclonal R297 et d'autres 
anticorps recombinants ont egalement ete exprimes dans YB2/0. 

20 Ces anticorps sont testes in vitro pour leur capacity a induire une lyse des globules 
rouges trait6s a la papaine en utilisant des cellules mononucl66es (PBL) comme 
effecteur. 

Tous les tests ont 6t6 effectu6s en presence d'immunoglobulines humaines (Wig) de 
sorte a reconstituer les conditions physiologiques. 
25 On pense que les IVIg se lient avec une haute affinity au FcgammaRI (CD64). Les 
deux Mab DF5-YB2/0 et R297 induisent une lyse des globules rouges a un niveau 
comparable a celui des anticorps WinRho. En revanche, le Mab DF5-EBV est 
completement inefficace. 
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Dans une deuxieme serie d*exp6rience, des cellules NK puriftees et des globules 
rouges non traites ont 6te utilises comrae effecteur et cibles respectivement. Apres 5 
heures d'incubation, les Mabs antiD-R297 et DF5-YB2/0 se sont montres capables de 
provoquer la lyse des globules rouges, alors que DF5-EBV reste inefficace. 
5 Dans ces deux experiences, la lyse des globules rouges a ete inhib^e par Tanticorps 
3G8 dirige contre le FcgammaRIII (CD 16). 

En r6sum£, ces resultats demontrent que FADCC provoqu^e par F anticorps R297 et 
Panticoips DF5-YB2/0 implique le FcgammaRIII exprime a la surface des cellules 
10 NK. 

Dans le cadre de Pinvention, une troisieme serie d'experiences a mis en valeur un test 
in vitro a Paide de cellule Jurkat CD16 pour evaluer Tefficacite d'anticorps anti-D. Les 
anticorps ont 6t6 incubes pendant la nuit avec des globules rouges Rhesus positif et des 
15 cellules Jurkat CD16. La liberation d'IL-2 dans le surnageant a ete evaluee par ELISA. 
Une forte correlation entre FADCC et Tactivation des cellules Jurkat a <§te observee, ce 
qui implique que ce test peut etre utilise pour faire la discrimination des anticorps anti- 
D en fonction de leur rSacti vite envers FcgammaRIII ( CD 1 6). 

20 Les memes echantillons sont evalues en ADCC et dans le test Jurkat IL2. Les resultats 
sont exprimes en pourcentage de 1'anticorps de r&Krence n LFB-R297 n . La courbe de 
correlation entre les 2 techniques a un coefficient r2=0.9658 (figure 10). 

En conclusion, ces donnees montrent Pimportance des modifications post- 
25 traductionnelles de la structure des anticorps pour leur activite ADCC sp^cifique du 
FcganamaRIII. La liberation de cytokines telles que l'IL-2 reflete cette activite^ 

Exemple 3 : Activation de cellules NK et production d'IL2 et d'IFNy 
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Modele d'etude : Cellules NK purifies h partir de sang periph&rique. Applications : 
renforcement d'une r<§ponse anti-tumorale. L/IL2 induit une activation des 
lymphocytes T et des cellules NK elles memes pouvant aller jusqu'& une stimulation 
de la proliferation cellulaire. L'lFNy stimule l'activite des CTLs et peut renforcer 
5 l'activite des macrophages. 

Exemple 4 : Activation de monocytes macrophages et production de TNF et d'IL- 
lRa 

10 Applications : renforcement de la phagocytose et induction de propri6tes anti- 
inflammatoires. Le TNF stimule la proliferation des macrophages et des lymphocytes 
infiltrant les tumeurs. I/IL-IRa est une cytokine produite par les macrophages qui 
entre en competition avec FIL1 au niveau de son recepteur et exerce ainsi un effet anti- 
inflammatoire. 

15 

Exemple 5 : Activation de cellules dendritiques et production d'lLlO 

Applications : induction d'une tolerance specifique a certains antigenes. L'lLlO est 
une molecule inhibitrice de l'activation de differentes cellules effectrices et de la 
20 production de cytokines. 

Exemple 6 : Induction de la secretion de cytokines par differentes cellules 
effectrices. 

25 Trois populations cellulaires ont 6te £tudi6es : les polynucleaires, les cellules 
mononucleees et les cellules NK. Les syntheses de cytokines sont d^pendantes de la 
presence de la cible. II y a peu de differences dans les profils des cytokines induite par 
Fanticorps R297 et de Tanticorps polyclonal anti-D. AD1 est tres souvent non 
inducteur de s£cr&ion de cytokines. 
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Resultats : 

6.1 L' anticorps monoclonal R297 et le polyclonal WinRho induisent une secretion 
importante d'IL8 en presence de cellules mononuclees. Cette secr&ion est dependante 
de la concentration d'anticorps et de la presence de la cible antig&iique. L'anticorps 

5 AD1 est beaucoup moins effecteur (figure 11), c'est a dire capable d'induire la 
production de cytokines. 

Avec des cellules mononuclees (CMN), l'anticorps monoclonal R297 et le polyclonal 
WmRho induisent une secretion importante de TNF alpha, dans une moindre mesure 
bien que superieure a AD1 une secretion d'IL6, d'IFN gamma, dTPIO, de TNF alpha 
10 et de TGF Beta . A la plus forte concentration d'anticorps, cette secretion d' IL6, IFN 
gamma, IP1 0 augmente , mais decroit pour le TNF alpha et le TGF Beta (figure 12). 

6.2 L'anticorps monoclonal R297 et le polyclonal WinRho induisent une secretion tres 
faible, mais superieure a AD1, dTL2, d'IFN gamma, de IP10 et de TNF par les 
polynucleaires. Cette secretion est dependante de la concentration d'anticorps (figure 

15 13). 

6.3 L'anticorps monoclonal R297 et le polyclonal WinRho induisent une secretion 
importante d'IFN gamma, d'IPIO et de TNF par les cellules NK. Cette secretion est 
dependante de la concentration d'anticorps (figure 14). 

Exemple 7 : Anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chimeriques optimises 
20 produits dans YB2/0 

Introduction 

Nos premiers resultats ont montre que les anticorps anti-D produits dans YB2/0 ainsi 
que les anticorps polyclonaux utilises en clinique induisaient la production de 
25 cytokines, en particulier de TNF alpha et d'interf&ron gamma (IFN gamma) a partir de 
cellules NK purifi^es ou de cellules mononucleees. Par contre d'autres anticorps anti- 
D, produits dans d'autres lign6es cellulaires sont n^gatifs en ADCC et se sont reveles 
incapables d'induire cette secretion. 
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Les resultats comptementaires ci dessous montrent que ce m^canisme n'est pas 
exclusif aux anti-D en presence d'hematies Rhesus positif mais s'applique egalement 
aux anticorps anti-CD20 et anti-HLA DR exprimes dans YB2/0. L'expression dans 
5 CHO confere a P anticorps des proprietes activatrices moins importantes. Ceci est en 
correlation avec les resultats obtenus en ADCC. 

Materiel 

Anticorps. 

10 Anti-CD20 : P anticorps chimerique anti-CD20 transfecte dans YB2/0 est compare a un 
anticorps commercial anti-CD20 produit dans CHO (Rituxan). 

Anti-HLA DR : la meme sequence codant pour Panticorps chimerique anti-HLA DR 
est transferee dans CHO (Bl 1) ou YB2/0 (4B7). 

Cellules cibles : cellules Raji exprimant a leur surface lesantigenes CD20 et HLA-DR 
15 Cellule effectrices : cellules NK humaines purifiees par selection negative a partir de 
poche de sang humain. 

Methode 

DiffSrentes concentrations d'anticorps anti-CD20 ou anti-HLA DR sont incubees avec 
20 les cellules Raji (cibles) et les cellules NK (effecteurs). Apres 16 heures d'incubation, 
les cellules sont centrifuges. Les surnageants sont doses en TNF alpha et IFN gamma. 

Resultats : 

25 7.1 TNF alpha : Les resultats sont exprimes en pg/ml de TNF alpha dos6 dans les 
surnageants. En abscisse figurent les diffiSrentes concentrations d'anticorps ajoutees 
dans le melange rSactionnel (figure 15). 

Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chimfriques produits dans YB2/0 induisent 
30 des taux plus importants de TNF en presence de leur cible (Raji) par rapport aux 
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memes anticorps produits dans CHO. La quantite de TNF alpha est bien dose 
d£pendante de la concentration d'anticorps ajoute. A lOng/ml d'anticorps on induit 5 
fois plus de TNF alpha avec les anticorps produits dans YB2/0 par rapport aux 
anticorps produits dans CHO. 

5 

12 IFN gamma: Les resultats sont exprimes en pg/ml d'IFN gamma dose dans les 
surnageants. En abscisse figurent les difffcrentes concentrations d'anticorps ajoutees 
dans le melange reactionnel (figure 16). 

10 Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chimeriques produits dans YB2/0 induisent 
des taux plus importants d'IFN gamma en presence de leur cible (Raji) par rapport aux 
meme anticorps produits dans CHO. La quantity d'IFN gamma est bien dose 
dependante de la concentration d'anticorps ajoute. A toutes les concentrations utilisees 
(0 a 200ng/ml) 1'anticorps anti-HLA DR produit dans CHO n'induit pas de secretion 

15 d'IFN gamma, alors que 40ng/ml de Tanticorps produit dans YB2/0 induit environ 
1 OOOpg/ml d'IFN gamma. 

Pour 1'anticorps anti-CD20, il faut moins de lOng/ml de 1'anticorps produit dans 
YB2/0 et 200ng/ml de 1'anticorps produit dans CHO pour induire 300pg/ml d'IFN 
20 gamma (figure 16). 
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REVENPICATIONS 

5 1. Proced6 pour mesurer Pactivation d ! une cellule effectrice appartenant au systeme 
immunitaire, transformee ou non, par un anticorps monoclonal (AcMo) ou polyclonal, 
caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules exprimant le r£cepteur 
CD16 dans un milieu reactionnel en presence de 1'anticorps et de Pantigene dudit 
anticorps et une mesure de la quantity d'au moins une cytokine produite par la cellule 
1 0 exprimant le recepteur CD 1 6. 

2. Precede selon la revendi cation 1, caracterise en ce que la cellule effectrice est une 
cellule Jurkat exprimant le recepteur CD 16. 

15 3. Proced£ selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que Ton quantifie au 
moins une cytokine s£lectionn£e parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, 
IL-9, IL-10, TNFa, TGFp, IP10 et IFNy. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a3, caracterise en ce que Ton quantifie 
20 l f interleukine IL-2. 

5. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le taux de 
cytokine produite est un marqueur d'activation ou d'inhibition des cellules effectrices. 

25 6. Proc6d£ selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le taux 
d'interleukine IL2 s£cr£t£e reflete la qualite de Tanticorps fixe par le recepteur CD 16 
quant a son integrity (fonction Fc) et a son efficacit6 (site antig&iique) de liaison a 
Tantigene. 
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7. Proc£de selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le taux 
d'interleukine IL2 secr&ee est correle a une activite du type ADCC. 

8. Procede pour ^valuer Tefficacite d f un anticorps monoclonal ou polyclonal, 
5 caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice du systeme 

immunitaire exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence d'un 
anticorps et de Pantigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une 
cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD16. 

10 9. Proc6d6 pour evaluer la capacity d'une cellule a produire un anticorps monoclonal 
efficace, caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrices 
du systeme immunitaire, transformees ou non, exprimant le recepteur CD 16 dans un 
milieu reactionnel en presence d'un anticorps et de Pantigene dudit anticorps et une 
mesure de la quantity d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 

15 recepteur CD16. 

10. Precede selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que les cellules produisant des 
anticorps sont choisies parmi CHO, YB2/0, les cellules lymphoblastoTdes humaines, 
les cellules d'insectes et les cellules de myelomes murines ou tout autre cellule 

20 d'expression. 

1 1 . Procede pour evaluer l'efficacite et de Tintegrite d'anticorps polyclonaux apres une 
6tape ou plusieurs Stapes de purification, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules effectrice du systeme immunitaire, transformee ou non, exprimant 

25 le recepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence de P anticorps purifiS et de 
Pantigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 

12. Proced6 selon Pune des revendications 1 a 11, caracteris6 en ce que Pon 
30 s61ectionne les anticorps pour lesquels une augmentation superieure a 100%, 250%, 
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500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 par des cellules exprimant le CD16 est 
observee par rapport au controle en absence d'anticorps ou en presence d'un anticorps 
donne comme reference negative. 

5 13. Precede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que le melange 
r£actionnel comprend des d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

14. Proc&Ie selon Tune des revendications 1 a 12, caract6ris6 en ce qu'il comprend en 
outre un test ADCC, 

10 

15. Utilisation du proc£d6 selon Tune des revendications 1 a 14 pour la selection d'un 
anticorps monoclonal chim&ique, humanist ou humain capable d'induire la production 
d'au moins une cytokine selectionnee parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL- 
8, IL-9, IL-10, TNFa, TGFp, IP10 et IFN-y par une cellule effectrice exprimant le 

15 recepteurCD16. 

16. Utilisation du procede selon Tune des revendications 1 k 14 pour evaluer la 
production d'AcMo par des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

20 17. Utilisation du procede selon Tune des revendications 1 a 14 pour selectionner des 
anticorps efficaces pour un traitement th^rapeutique. En particulier, le traitement des 
maladies autoimmunes et inflammatoires, des cancers et des infections par des agents 
pathogenes. 

25 

18. Utilisation d'un anticorps monoclonal chim6rique, humanist ou humain susceptible 
d'etre obtenu a partir du proc£d£ selon Tune des revendications 15 a 17 pour la 
preparation d'un medicament pour induire la production d'au moins une cytokine par 
une cellule effectrice appartenant au systeme immunitaire. 

30 
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1 9. Utilisation d'un anticorps monoclonal chimerique, humanist ou humain produit par 
des cellules de lignees de myelomes de rat, en particulier YB2/0 et ses derives pour la 
preparation d f un medicament pour induire la production d'au moins une cytokine par 
une cellule effectrice appartenant au systeme immunitaire. 

5 

20. Utilisation selon la revendication 19 pour la preparation d ! un medicament pour 
induire la production d'au moins une cytokine selectionn^e parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL- 
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, TNFa, TGF(5, IP10 et IFNy par une cellule 
effectrice exprimant le r6cepteur CD 16. 

10 

21. Utilisation d'un anticorps monoclonal chimerique, humanise ou humain presentant 
une structure glycannique de type biantenne, avec des chaines courtes, une faible 
sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terminaux non intercalates, et 
une faible fiicosylation pour la preparation d'un medicament destine a induire la 

15 secretion d'au moins une cytokine par une cellule effectrice appartenant au systeme 
immunitaire; 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour la preparation d'un medicament pour 
induire la production d'au moins une cytokine s61ectionnee parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL- 

20 4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, TNFa, TGFp, IP10 et IFNy par une cellule 
effectrice exprimant le recepteur CD 16. 

23. Utilisation d'une composition d'anticorps presentant une teneur en glycannes 
superieure a 60%, de preference superieure a 80% pour les formes GO + Gl + G0F + 

25 GIF 6tant entendu que les formes G0F + GIF sont inferieures a 50%, de preference 
inferieures a 30% pour la preparation d'un medicament destin6 a induire la secretion 
d'au moins une cytokine par une cellule effectrice appartenant au syst&me 
immunitaire. 
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24. Utilisation selon la revendication 23 pour la preparation d'un medicament pour 
induire la production d'au moins une cytokine selectionnee parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL- 
4, IL-5, IL-6, 1L-7, IL-8, IL-9, IL-10, TNFa, TGFfJ, IP10 et IFNy par une cellule 
effectrice exprimant le recepteur CD1 6. 
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Test ADCC CMN sur hematies 




FIGURE 1 
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Test ADCC NK sur hematies 




Lyse 



FIGURE 2 
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ADCC NK : Inhibition de l'ADCC par l'anti-CD16 : 3G8 
(Tox324 02 015) 
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FIGURE 3 
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Test Jurkat CD16 : activation induite par un anti-Rhesus D et 

production d'IL2 
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FIGURE 4 



WO 2004/024768 



5/16 



CT/FR2003/002715 



Secretion d'BL2 par Jurkat CD16 induite par les anticorps DF5- 
EBV, DF5-YB20 and WinRho 

IL22B9020774L2 28902 072 




0 25 37,5 50 75 100 



Anticorps ajoute ng/puits 



FIGURE 5 
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Activation de leucocytes par des anti-D 
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FIGURE 6A 



Liberation de cytokines ( IL2, IFN etTNF) par des leucocytes actives par des anticorps 

en presence de leur cible 
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FIGURE 6B 
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Induction de la secretion de cytokine (IFN, TNF) par des 
cellules NK activees par des anticorps anti-D et leur cible 
(LFB-R297-RBQ 

Cytokines 




FIGURE 7A 



Liberation de cytokines (IFN, TNF) par les cellules NK activees par des anticorps en 
presence de leur cible (LFB-R297-RBC) 
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FIGURE 7B 
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Liberation d'IL2 de Jurkat CD 16 
induite par des anticorps anti-CD20 
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FIGURE 8A 




FIGURE 8B 
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Liberation d'IL2 de Jurkat CD 16 induite par 
des anticorps anti-D 
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FIGURE 9A 

Secretion d'IL2 par Jurkat CD16 activee par difftrents anti-Rhesus D 
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FIGURE 9B 
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Correlation entre le test ADCC en presence de Tegeline et la secretion d'IL2 
par Jurkat CD16. Anticorps : LFB-R297 
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IL8 secretee par les CMN en presence ou absence de cible 
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FIGURE 11 
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Secretion de cytokines par les CMN induite par les anticorps anti-Rhesus 

(valeur sans cible deduite) 
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FIGURE 12 
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Secretion de cytokines par les polynucleaires induite par les anticorps anti Rhesus 




FIGURE 13 
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Secretion de cytokines par les NK induite par les antlcorps anti-Rhesus 
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FIGURE 14 
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Secretion de TNF alpha par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA DR exprimes dans CHO et YB2/0 (324 03 082) 
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FIGURE 15 
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Secretion d'IFN gamma par les cellules NK,induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA DR exprimes dans CHO et YB2/0 (324 03 082) 




FIGURE 16 
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